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โรคแคงเกอร์เป็นโรคทีÉสําค ัญของมะนาวในประเทศไทย การทดลองนี Êมีว ัตถุประสงค์เพืÉอ
ทดสอบความต้านทานโรคแคงเกอร์ในมะนาว 3 พันธ์ุ ได้แก่ มะนาวลูกผสม M33 มะนาวแป้น และ 
มะนาวนํ Ê าหอม พบว่า มะนาวพันธ์ุนํ Ê าหอม และ M33 มีความต้านทานมากกว่าพันธุ์แป้น เชืÊอไอโซ
เลตทีÉก่อโรคทั Êงหมดสามารถตรวจสอบได้ด้วยคู่ไพเมอร์จําเพาะ XAC01 และ XAC02 ด้วยวิธี PCR 
ผลการวิเคราะห์ลําดับเบสของ 16S rDNA ของเชืÊอก่อโรครุนแรง (ไอโซเลต BP104 และ BP210) 
พบว่ามีความใกล้เคียงกับลําดับเบสของเ ชืÊ อ Xanthomonas axonopodis pv. citri (XAC)             
(AE008923.1) 99 % การทดลองนีÊ ไดน้ําเชืÊอไอโซเลต BP210 ไปผลิตแอนติเซรุ่มในกระต่าย จาก
การทดสอบประสิทธิภาพและความจําเพาะเจาะจงของแอนติเซรุ่มทีÉเจือจาง 1:4,000 หรือน้อยกว่า 
พบว่ามีความจําเพาะเจาะจงต่อการตรวจสอบเชืÊอ XAC (BP210) ทีÉมีชีวิตในระดับความเข้มข้น 106  
CFU/ml และเชืÊอตายทีÉความเข้มข้น 105  CFU/ml อย่างไรก็ตาม แอนติเซรุ่มทีÉความเข้มข้น 1:2,000 
เหมาะสมต่อการตรวจสอบเชืÊอ XAC มากทีÉสุด โดยเกิด cross-reaction กับเชืÊอ X. campestris pv. 
vesicatoria เพียงชนิดเดียว จากการตรวจสอบเชืÊอ XAC ทีÉปลูกเชืÊอบนใบมะนาวด้วยแอนติเซรุ่ม
ความเข้มข้น 1:2,000 พบว่าสามารถตรวจสอบเชืÊอไดใ้นว ันทีÉ 4 หลังการปลูกเชืÊอความเข้มข้น 105, 
104 และ 103CFU/ml ซึÉงพบอาการของโรคบนใบทีÉถูกปลูกเชืÊอแล้ว ดังนั Êนแอนติเซรุ่มทีÉผลิตจึงไม่
เหมาะสมต่อการตรวจสอบเชืÊอ XAC บนใบก่อนการแสดงอาการของโรค  
การพัฒนาเครืÉองหมายโมเลกุลทีÉบ่งชี Êล ักษณะความต้านทานโรคในพืชนั Êน มีความสําคัญต่อ
การพัฒนาสายพันธุ์พืชให้มีความต้านทานในอนาคตได้ ในการทดลองนี Ê จึงได้ทําการศึกษายีนทีÉ
เกีÉยวข้องต่อความต้านทานโรคแคงเกอร์ในมะนาวลูกผสม M33 เปรียบเทียบกับมะนาวพันธุ์พ่อและ
แม่ โดยเริÉมศึกษาในกลุ่มยีน Nucleotide binding site (NBS) Leucine-rich repeat (LRR) ด้วยเทคนิค 
PCR ร่วมกับการต ัดด้วยเอมไซม์ตัดจําเพาะ จากการประเมินระด ับความต้านทานของ M33 เทียบกับ
มะนาวแป้น และมะนาวนํ Ê าหอม โดยการปลูกเชืÊอ XAC บนใบ พบว่า M33 และมะนาวนํ Ê าหอม มี
ล ักษณะการต้านทานต่อโรคโดยเกิด hypersensitive response ซึÉงให้ผลสอดคล้องกับผลของยีน 
Pt9/Alu1, Pt14/Bfa1 และ 16R1-19/Tru1I ว่ามีความเกีÉยวข้องกับลักษณะการต้านทานโรคแคงเกอร์
ในมะนาว  
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Citrus canker is a serious disease of lime in Thailand.  This study aims to 
evaluate the resistance characteristic of hybrid lime M33, Pan lime and Nam Hom 
lime.  The results indicated that, Nam Hom and M33 showed higher resistance level 
than that of Pan lime.  PCR amplification using Xanthomonas axonopodis pv. citri 
(XAC) specific primers (XAC01 and XAC02) could detect all pathogenic bacterial 
isolates.  The 16S rDNA sequencing confirmed that the virulent bacteria (BP104 and 
BP210) were 99% identical with XAC (AE008923.1).  Bacterial isolate BP210 was 
used for antiserum production by rabbit injection.  The efficiency and sensitivity of 
antiserum from this study showed that, antiserum at the dilution of 1:4,000 or lower 
was able to detect XAC (BP210) bacteria at 106 CFU/ml for live cells and 105 CFU/ml 
for dead cells.  However, the suitable dilution of this antiserum was 1:2,000 which 
could cross-react with only X. campestris pv. vesicatoria but not other Xanthomonas 
tested.  The pathogen on infected leaves (105, 104 and 103 CFU/ml) was detected by 
1:2,000 diluted antiserum.  The results indicated that, this antiserum was able to detect 
the pathogen on infected leaves 4 days post-inoculation when symptom had already 
appeared.  Thus, this antiserum has low detection efficiency and cannot be used to 
detect low pathogen concentration or before canker lesion can be observed.  
 The development of molecular markers can help identify genes that linked to 
resistance characteristic on resistance plant.  This methodology can be used to 
improve commercial favorable crop species to be disease resistant in the future.  In 
this study, the citrus canker resistance (R) marker genes within M33 and its parents 
were screened using the Nucleotide binding site (NBS) Leucine-rich repeat (LRR) 
genes by PCR amplification in combination with restriction enzymes digestion.  The 
resistant evaluation of hybrid lime and its parents was performed by inoculation with 
XAC on young leaves.  The hypersensitive response phenotype on M33 and Nam 
Hom (resistant lime) confirmed that the marker Pt9/Alu1, Pt14/Bfa1 and 16R1-
19/Tru1I were closely linked with the citrus canker resistance genes.   
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